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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

Pruf ungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

® Verfahren zur Selektion auf Wirtszellen mit eliminierten DNA-Sequenzen 

® Die vorliegendeErfindungbetrifftein Verfahren zur Se- 
lektion auf Wirtszellen, in denen eine gesteuerte Eliminie- 
rung einer gewunschten DNA-Sequenz erfolgt, und zur 
Abtotung von Wirtszellen, in denen dies nicht erfolgt, 
uber die Expression eines toxischen Proteins oder Pep- 
tide wobei das Verfahren dadurch gekennzeichnet ist 
da& in Schritt (I) die Wirtszellen mit (a) der spater zu elimi- 
nierenden, 5' uhd 3' von Rekombinations-DNA-Sequerv 
zen flankierten DNA-Sequenzen, wobei zwischen den Re- 
kombinations-DNA-Sequenzen auch eine unter der Kon- 
trolle eines induzierbaren Promotors stehende, fu r das to- 
xische Protein oder Peptid kodierende DNA vorliegt, unter 
Bedingungen transformiert werden, unter denen der in- 
duzierbare Promotor reprimiert wird, und die Wirtszellen 
mit (b) einer diese Rekombinations-DNA-Sequenzen er- 
kennenden Rekombinase kodierenden, unter der Kontrol- 
le eines induzierbaren Promotors stehenden DNA-Se- 
quenz unter Bedingungen transformiert werden, unter 
denen der induzierbare Promotor reprimiert wird, wobei 
die induzierbaren Promotoren von (a) und (b) nicht gleich 
sind oder gleiche Induktoren haben; in Schritt (II) die Eli- 
minierung der gewunschten DNA-Sequenz uber die Ex- 
pression der Rekombinase durch Aktivierung des indu- 
zierbaren Promotors von (b) erfolgt; und in Schritt (III) die 
Abtotung der Wirtszellen, in denen Schritt (II) nicht oder 
nicht vollstandig erfolgt ist, uber die Expression des toxi- 
schen Proteins oder Peptids durch Aktivierung des indu- 
zierbaren Promotors ... 
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Beschreibung 

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren 
zur Selektion auf Wirtszellen, in denen eine gesteuerte Eli- 
minierung einer gewiinschten DNA-Sequenz erfolgt, und 
zur Abtotung von Wirtszellen, in denen dies nicht erfolgt, 
uber die Expression eines toxischen Proteins oder Peptids, 
wobei das Verfahren dadurch gekennzeichnet ist, daB in 
Schritt (I) die Wirtszellen mit (a) der spater zu eliminieren- 
den, 5' und 3' von Rekombinations-DNA-Sequenzen flan- 
kierten DNA-Sequenz, wobei zwischen den Rekombinati- 
ons-DNA-Sequenzen auch eine unter der Kontrolle eines in- 
duzierbaren Promotors stehende, fur das toxische Protein 
oder Peptid kodierende DNA vorliegt, unter Bedingungen 
transformiert werden, unter denen der induzierbare Promo- 
tor reprimiert wird, und die Wirtszellen mit (b) einer diese 
Rekombinations-DNA-Sequenzen erkennenden Rekombi- 
nase kodierenden, unter der Kontrolle dnes induzierbaren 
Promotors stehenden DNA-Sequenz unter Bedingungen 
transformiert werden, unter denen der induzierbare Promo- 
tor reprimiert wird, wobei die induzierbaren Promotoren 
von (a) und (b) nicht gleich sind oder gieiche Induktoren ha- 
ben; in Schritt (H) die Elirninierung der gewiinschten DNA- 
Sequenz Uber die Expression der Rekombinase durch Akti- 
vierung des induzierbaren Promotors von (b) erfolgt; und in 
Schritt (HI) die Abtotung der Wirtszellen, in denen Schritt 
(H) nicht oder nicht vollstandig erfolgt ist, uber die Expres- 
sion des toxischen Proteins oder Peptids durch Aktivierung 
des induzierbaren Promotors von (a) erfolgt In bevorzugter 
Ausfuhrungsform liegt die Rekombinase als ein Liganden- 
bindungsdomane-Rekombinase-Fusionsprotein (Rec-LBD) 
vor. Ferner ist es bevorzugt, wenn die gewunschte DNA-Se- 
quenz fur ein Markergen kodiert oder als Transkriptions- 
bzw. Translationsstopp-Sequenz wirkt. Die vorliegende Er- 
findung betrifft auch die vorstehenden Sequenzen (a) und 
(b) enthaltende Vektoren und Wirtszellen, wobei es sich vor- 
zugsweise um transgene Pflanzenzellen bzw. transgene 
Pflanzen handelt. 

[0002] Die gesteuerte Elirninierung einer gewiinschten 
DNA-Sequenz, z.B. eines Markergens oder einer Tran- 
skriptions- bzw. Translationsstop-Sequenz, in transgenen 
Pflanzenzellen ist ein wichtiger Schritt zur Herstellung der 
transgenen Pflanzen bzw. eines durch sie produzierten Pro- 
teins. Mehrere Verfahren sind hierzu beschrieben, in denen 
die gewunschte DNA-Sequenz uber 5 - una\3'-, flankierende 
Rekombinations-DNA-Sequenzen mittels einer diese erken- 
nenden Rekombinase eliminiert wird, wobei die Rekombi- 
nase induzierbar ist. Gute Ergebnisse liefert ein Verfahren 
des Anmelders, bei dem die Rekombinase in Form eines Li- 
gandenbindungsdomane-Rekombinase-Fusionsproteins 
vorhegt, d. h. nicht nur unter der Kontrolle eines induzierba- 
ren Promotors stent, sondern auch von der Bindung des Li- 
ganden und der dadurch erfolgten Aktivierung abhangt 
(deutsche Patentanmeldung 100 24 740.7). 
[0003] t)berraschender Weise hat sich nun gezeigt, daB 
vorstehende Verfahren in ihrer Effizienz noch gesteigert 
werden konnen, wenn ein Selektionsschritt eingefuhrt wird. 
Durch diesen verbleiben lediglich jene Wirtszellen, in denen 
die gesteuerte Elirninierung der gewiinschten DNA-Se- 
quenz erfolgt 1st, wShrend alle anderen Wirtszellen, in denen 
dies nicht oder nicht vollstandig erfolgt ist, abgetotet wer- 
den. Der Anmelder hat die Selektion in verschiedener Weise 
erreicht. Beispielsweise hat er eine unter der Kontrolle eines 
induzierbaren Promotors stehende, fur ein toxisches Protein 
oder Peptid kodierende DNA neben die gewunschte DNA- 
Sequenz innerhalb der 5 - und 3 VRekombinations-DNA-Se- 
quenzen gesetzt, wodurch das toxische Protein oder Peptid 
nach Induktion des Promotors exprimiert werden kann, so- 
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fern vorher keine oder eine nicht vollstandige EUminierung 
Uber die 5 - und 3'-Rekombinations-DNA-Sequenzen statt- 
gefunden hat Damit werden jene Wirtszellen abgetfltet, in 
denen die gesteuerte Elirninierung der gewiinschten DNA- 
5 Sequenz nicht erfolgt ist Es wird auf die nachstehenden 
Beispiele verwiesen. 

[0004] Somit betrifft die vorliegende Erfindung ein Ver- 
fahren zur Selektion auf Wirtszellen, in denen eine gesteu- 
erte EUminierung einer gewiinschten DNA-Sequenz erfolgt, 
10 und zur Abtotung von Wirtszellen, in denen dies nicht er- 
folgt, uber die Expression eines toxischen Proteins oder 
Peptids, wobei das Verfahren dadurch gekennzeichnet ist, 
daB 

in Schritt (I) 

15 

(a) die Wirtszellen mit der spater zu eliminierenden, 5' 
und 3' von Rekombinations-DNA-Sequenzen flankier- 
ten DNA-Sequenz, wobei zwischen den Rekombinati- 
ons-DNA-Sequenzen auch eine unter der Kontrolle ei- 

20 nes induzierbaren Promotors stehende, fur das toxische 
Protein oder Peptid kodierende DNA vorliegt, unter 
Bedingungen transformiert werden, unter denen der in- 
duzierbare Promotor reprimiert wird, und 

(b) die Wirtszellen mit einer diese Rekombinations- 
25 DNA-Sequenzen erkennenden Rekombinase kodieren- 
den, unter der Kontrolle eines induzierbaren Promotors 
stehenden DNA-Sequenz unter Bedingungen transfor- 
miert werden, unter denen der induzierbare Promotor 
reprimiert wird, wobei die induzierbaren Promotoren 

30 von (a) und (b) nicht gleich sind oder gieiche Indukto- 
ren haben. 

in Schritt (H) 

die EUminierung der gewiinschten DNA-Sequenz uber die 
35 Expression der Rekombinase durch Aktivierung des indu- 
zierbaren Promotors von (b) erfolgt, und 
in Schritt (EI) - 

die Abtotung der Wirtszellen, in denen Schritt (II) nicht oder 
nicht vollstandig erfolgt ist, uber die Expression des toxi- 
40 schen Proteins oder Peptids durch Aktivierung des induzier- 
baren Promotors von (a) erfolgt. 

[0005] Verfahren zur Konstruktion der zur Durchfuhrung 
des erfindungsgemaBen Verfahrens benotigten Konstrukte 
sind dem Fachmann bekannt und auch in gangigen Stan- 

45 dardwerken beschrieben (vgl. z. B. Sambrook et at, 1989, 
Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2. Aufl. Cold 
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY). 
Die (a) zu eliminierende, 5' und 3' von Rekombinations- 
DNA-Sequenzen flankierte DNA-Sequenz, wobei zwischen 

50 den Rekombinations-DNA-Sequenzen auch eine unter der 
Kontrolle eines induzierbaren Promotors stehende, fur ein 
toxisches Protein oder Peptid kodierende DNA vorliegt, und 
(b) die die Rekombinations-DNA-Sequenzen erkennende, 
Rekombinase kodierende, unter der Kontrolle eines indu- 

55 zierbaren Promotors stehende DNA-Sequenz liegen beide 
vorzugsweise auf einem Vektor inseriert vor, wobei es sich 
bei dem Vektor vorzugsweise um ein Plasmid, ein Cosmid, 
ein Virus, einen Bacteriophagen oder einen anderen in der 
Gentechnik ublichen Vektor handelt. Diese Vektoren kon- 

G0 nen weitere Funktionseinheiten besitzen, die eine Stabilisie- 
rung der Vektoren in den Wirtszellen bewirken, wie einen 
bakteriellen Replikationsursprung oder die 2-Mikron-DNA 
zur Stabilisation in Saccharomyces cerevisiae. Ferner kon- 
nen "left border"- und "right border" -Sequenzen agrobakte- 

65 rieller T-DNA enthalten sein, wodurch eine stabile Integra- 
tion in das Erbgut von Pflanzen ermoglicht wird. Ferner 
kann eine Terminationssequenz vorhanden sein, die der kor- 
rekten Beendigung der Transkription und der Addition einer 
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Poly-A-Sequenz an das Transkript dient Derartige Ele- 
mente sind in der literatur beschrieben (vgL Gielen et aL 
EMBO J. 8 (1989), 23-29) und sind beliebig austauschbar! 
[0006] Die beiden vorstehend beschriebenen DNA-Se- 
quenzen (a) und (b) konnen auch auf unterechiedlichen Vek- 5 
toren inseriert sein und die Wirtszellen, vorzugsweise die 
transgenen Pflanzenzellen bzw. die transgene Pflanze, kon- 
nen gieichzeitig mit beiden Vektoren oder zuerst mit dem ei- 
nen und zu einem spateren Zeitpunkt mit dem anderen Vek- 
tor transformiert werden. Beispielsweise kann auch die 10 
DNA-Sequenz (a) oder (b) bereits in das Genom der Wirts- 
zellen integriert sein und erst dann die Transformation mit 
einem die entsprechend andere DNA-Sequenz enthaltenen 
Vektor erfolgen. Besonders wird erwahnt, dass das Rekom- 
binase-Gen auf einem Virus, z. B. TMV, liegen kann und 15 
erst nach Infektion der Wirtszellen aktiviert wird. Die DNA- 
Sequenz (b) kann auch Bestandteil der DNA-Sequenz (a) 
sein, d. h. zwischen die Rekombinations-DNA-Sequenzen 
inseriert sein, so dass nach Aktivierung das fur die Rekom- 
binase kodierende Gen selbst exzisiert wird 20 
[0007] Zur Vorbereitung der Einfuhrung einer DNA in 
Wirtszellen, z. B. in Pflanzenzellen bzw. Pflanzen, stehen 
eine groBe Anzahl von Klonierungsvektoren zur Verfugung, 
die ein Replikationssignal fur Exoli und ein Markergen zur 
Seiektion transformierter Bakterienzellen enthalten. Bei- 25 
spiele fUr derartige Vektoren sind pBR322, pUC-Serien, 
M13mp-Serien, pACYCl84, etc. Die DNA kann an einer 
passenden Restriktionsschnittstelle in den Vektor eingefuhrt 
werden. Das erhaltene Plasmid wird fur die TVansformation 
von E.coli-Zellen verwendet. Transformierte E.coli-Zellen 30 
werden in einem geeigneten Medium gezuchtet, anschlie- 
Bend geemtet und lysiert, wodurch das Plasmid erhalten 
wird Als Analysemethode zur Charakterisierung der ge- 
wonnenen Plasmid-DNA werden im allgemeinen Restrikti- 
onsanalysen, Gelelektrophoresen und weitere biochemisch- 35 
moiekularbiologische Methoden eingesetzt. Nach jeder Ma- 
nipulation kann die Plasmid-DNA gespalten und gewon- 
nene DNA-Fragmente konnen mit anderen DNA-Sequen- 
zen verkniipft werden. Jede Plasmid-DNA-Sequenz kann in 
den gleichen oder anderen Plasmiden kloniert werden. 40 
[0008] Fur die Einfuhrung von DNA in Wirtszellen, z. B. 
in Pflanzenzellen, stehen eine Vielzahl von Techniken zur 
Verfugung. Diese Techniken umfassen die Transformation 
von Pflanzenzellen mit T-DNA unter Verwendung von 
Agrobacterium tumefaciens oder Agrobacterium rhizogenes 
als Iransformationsmittel, die Fusion von Protoplasten, die 
Injektion, die Elektroporation von DNA, die Einbringung 
von DNA mittels der biolistischen Methode sowie weitere 
Mfiglichkeiten. 

[0009] Bei der Injektion und Elektroporation von DNA in 
Pflanzenzellen werdeu an sich keine speziellen Anforderun- 
gen an die verwendeten Plasmide gestellt. Es konnen einfa- 
che Plasmide, z. B. pUC-Derivate, verwendet werden. Sol- 
len aber aus derartig transformierten Zellen ganze Pflanzen 
regeneriert werden, sollte ein selektierbarer Marker vorhan- 
den sein. Je nach Einfuhrungsmethode gewtinschter Gene in 
die Pflanzenzelle konnen weitere DNA-Sequenzen erforder- 
lich sein. Werden z. B. fur die Transformation der Pflanzen- 
zelle das Ti- oder Ri -Plasmid verwendet, so muB mindestens 
die rechte Begrenzung, haufig jedoch die rechte und linke 
Begrenzung der T1- und Ri-Plasmid T-DNA als Flankenbe- 
reich mit den einzufuhrenden Genen verbunden werden. 
[0010] Werden fur die Transformation Agrobakterien ver- 
wendet, ist es giinstig, die einzufuhrende DNA in spezielle 
Plasmide zu klonieren, insbesondere in einen intermediaren 
oder in einen binaren Vektor. Die intermediaren Vektoren 
konnen aufgrund von Sequenzen, die homolog zu Sequen- 
zen in der T-DNA sind, durch homoioge Rekombination in 
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das Ti- oder Ri-Plasmid der Agrobakterien integriert wer- 
den. Dieses enthalt auBerdem die fur den Transfer der T- 
DNA notwendige vir-Region. Intermediare Vektoren kon- 
nen nicht in Agrobakterien replizieren. Mittels eines Helfer- 
plasmids kann der intermediare Vektor auf Agrobacterium 
tumefaciens Ubertragen werden. Binare Vektoren konnen 
sowohl in E.coli als auch in Agrobakterien replizieren. Sie 
enthalten ein Selektionsmarker-Gen und einen Linker oder 
Polylinker, welche von der rechten und linken T-DNA 
Grenzregion eingerahmt werden. Sie konnen direkt in die 
Agrobakterien transformiert werden. Das als Wirtszelle die- 
nende Agrobakterium soil ein Plasmid, das eine vir-Region 
tragt, enthalten. Die vir-Region ist fur den TVansfer der T- 
DNA in die Pflanzenzelle notwendig. Zusatzliche T-DNA 
kann vorhanden sein. Das derartig transformierte Agrobak- 
terium wird zur Transformation von Pflanzenzellen verwen- 
det. 

[0011] Fur den Transfer der DNA in die Pflanzenzelle 
kGnnen Pflanzen-Explantate zweckmSBigerweise mit Agro- 
bacterium tumefaciens oder Agrobacterium rhizogenes ko- 
kultiviert werden. Aus dem infizierten Pflanzenmaterial, 
z, B. Blattstucke, Stengelsegmente, Wurzeln, Protoplasten 
oder Suspensions-kultivierte Pflanzenzellen, konnen dann in 
einem geeigneten Medium, welches Antibiotika oder Bio- 
zide zur Seiektion transformierter Zellen enthalten kann, 
wieder ganze Pflanzen regeneriert werden. Die so erhaltenen 
Pflanzen konnen dann auf Anwesenheit der emgefuhrten 
DNA untersucht werden. Andere Moglichkeiten der Einfuh- 
rung fremder DNA unter Verwendung des biolistischen Ver- 
fahrens oder durch Protoplasten-Fusion sind bekannt 
[0012] Alternative Systeme zur Transformation von mo- 
nokotylen Pflanzen sind die TVansformation mittels des bio- 
listischen Ansatzes, die elektrisch oder chenaisch indnzierte 
DNA-Aufnahme in Protoplasten, die Elektroporation von 
partiell permeabilisierten Zellen, die Makroinjektion von 
DNA in Blutenstande, die Mikroinjektion von DNA in Mi- 
krosporen und Pro-Embryonen, die DNA-Aufnahme durch 
keimende Pollen und die DNA-Aufnahme in Embryonen 
durch Quellung (zur Ubersicht: Potrykus, Physiol. Plant 
(1990), 269-273). Wahrend die Transformation dikotyler 
Pflanzen fiber Tl-Plasmid-Vektorsysteme mit Hilfe von 
Agrobacterium tumefaciens etabliert ist, weisen neuere Ar- 
beiten darauf hin, dass auch monokotyle Pflanzen der TVans- 
formation mittels Agrobacterium basierender Vektoren zu- 
45 ganglich sind. 

[0013] Bei den in dem erfindungsgemafien Verfahren ver- 
wendbaren Pflanzen kann es sich prinzipiell um Pflanzen je- 
der beliebigen Pflanzenspezies handeln, d. h. sowohl mono- 
kotyle als auch dikotyle Pflanzen. Bevorzugt handelt es sich 
50 um Gramineen, Chenopodien, Leguminosen, Brassicaceen, 
Solanaceen, Algen, Moose und Pilze, insbesondere Weizen, 
Gerste, Reis, Mais, Zuckerriibe, Zuckerrohr, Raps, Senf, 
Riibsen, Hachs, Erbse, Bohne, Lupine, Tabak und KartofTel, 
Die fur die Elimimerung der entsprechenden DNA-Sequenz 
55 gewUnschten Pflanzenteile betreffen prinzipiell jedes belie- 
bige Pflanzenteil, z. B. Pflanzenzellen, jedenfalls Vermeh- 
rungsmaterial und Ernteprodukte dieser Pflanzen, z.B. 
Fruchte, Samen, Knollen, Wurzelstocke, Samlinge, Steck- 
linge, etc. 

60 [0014] In dem erfindungsgemafien Verfahren wird die Re- 
kombinase uber die Aktivierung des Promotors von (b) ex- 
primiert, wodurch eine ortsspezifische Rekombination zwi- 
schen den 5' und 3' Rekombinations-DNA-Sequenzen und 
damit eine Exzision der zu eliminierenden DNA-Sequenz 
65 erfolgt Vorzugsweise liegt die zu eliminierende DNA-Se- 
quenz zwischen einem Promotor und einem Gen und ver- 
hindert die TYanskription und/oder Translation dieses Gens. 
Erst durch die Exzision der zu eliminierenden DNA-Se- 
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quenz wild das gewiinschte Gen direkt stromabwarts zum 
Promoter lokalisiert, was die Transkription und Translation 
und somit die Fremd-Protein-Biosynthese initiiert 
[0015] Femer kann das erfindungsgemaBe \erfahren auch 
dazu verwendet werden, urspriinglich zur Seiektion von 
Transformanten verwendete Markergene, die zu einem spa- 
teren Zeitpunkt in der transgenen Pflanze nicht mehr er- 
wUnscht sind, zu eliminieren. Somit ist in einer weiteren be- 
vorzugten Ausruhrungsform des erfindungsgemaBen Ver- 
fahrens die zu eliminierende DNA-Sequenz ein selektierba- 
res Markergen. In einer noch mehr.bevorzugten Ausruh- 
rungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens kodiert das 
selektierbare Markergen fur ein ein Antibiotikum inaktivie- 
rendes Protein, z. B, Neomycinphosphotransferase n, oder 
es handelt sich urn ein fur das "Green Fluorescent Protein" 
kodierendes Gen. 

[0016] Desweiteren kann das erfindungsgemaBe Verfah- 
ren auch dazu verwendet werden, daB nach Elirninierung der 
gewtinschten DNA-Sequenz, z. B. des selektierbaren Mar- 
kergens, eine zweite gewiinschte DNA-Sequenz gezielt in 
das Genom der Wirtzellen integriert wird, d. h. ansteUe der 
eliminierten DNA-Sequenz zwischen die 5' und 3' Rekom- 
binations-DNA-Sequenzen eingefuhrt wird. Hierzu konnen 
die Wirtszellen mit einem die zweite gewtinschte DNA-Se- 
quenz enthaltenden Vektor transformiert werden, so daB 
letztere DNA-Sequenz spezifisch in das Genom der Wirts- 
zellen einrekombinieren kann. Hinsichtlich der hierfur ge- 
eigneten Vektoren, DNA-Sequenzen und Bedingungen wird 
auf vorstehende Ausfuhrungen verwiesen. 
[0017] Fiir das erfindungsgemaBe Verfahren geeignete in- 
duzierbare Promotoren und die hierfur in Frage kommenden 
Induktoren (bzw. Inhibitoren) (gasfbrmige, flUssige oder te- 
ste, fliichtige Verbindungen) sind dem Fachmann bekannt 
Geeignete gasformige Induktoren sowie Bedingungen zum 
moglichst effizienten Austausch der Gasphase sind dem 
Fachmann ebenfalls bekannt. Es wird auf das Anaerocult- 
System (Merck, Darmstadt, Deutschland) verwiesen, das 
em anaerobes Milieu, in dem Sauerstoff gebunden und CO2 
freigesetzt werden, erzeugt In diesem System wird der 
GapC4 Promoter aus Mais anaerob durch die COrAtmo- 
sphSre induziert (Billow, L. et aL, Molecular Plant-Microbe 
Interactions (1999), 182-188). Ebenso wird der gleiche Ef- 
fekt durch Emleitung von technischem Stickstoff erreicht. 
Ein weiteres Beispiel ist die Induktion von "Pathogenesis re- 
lated protein"-Promotoren, wie I^Phenylalanin-, Ammo- 
nium Lyase-, Chalcon Synthase- oder "Hydroxy proline rich 
glycoprotein"-Promotoren durch Ethyien (Ecker, J. R. und 
Davis, R. W., Proc. NaU. Acad. Sci. USA 84 (1987) 
5202-5206). V h 

[0018] Zu den induzierbaren, fur das erfindungsgemaBe 
Verfahren geeigneten Promotoren zahlen auch Promotoren, 
die durch Vernebelung eines Induktors induzierbar sind. Fur 
eine Vernebelung geeignete losliche Induktoren sowie Be- 
dingungen zur moglichst effizienten Vernebelung sind dem 
Fachmann ebenfalls bekannt. Es wird auf ein chimares Tran- 
skripdons-Induktionssystem verwiesen, das durch den losli- 
chen Induktor Dexamethason induziert wird (Plant J. 11 
(1997) 605-612; Kunkel et al., Nature Biotechnol. 
17(1999), 916-918). Der Incwl -Promoter von Mais wird 
durch die Zugabe von Sucrose oder D-Glucose aktiviert 
(Chen, W, H. et al., Proc. Nad. Acad. Sci. USA 96 (1999), 
10512-10517). Viele "Pathogenesis related protein"-Promo- 
toren werden durch Salicylsaure aktiviert (Gaffhey et al 
Science 261 (1993), 754^-756. Ein fluchtiger Induktor ist 
Methylsalicylat, das in der aurnehmenden Pflanze zu Salicy- 
lat umgewandelt wird, was induzierend wirkt (Shulaev, V. et 
aL, Nature 385 (1997), 718-721). Die Vernebelung von L6- 
sungen, z. B. von Promotor-induzierenden (Bio-)Chemika- 



lien, bietet den Vorteil der technisch einfachen und gleich- 
mSBigen Verteilung der induzierenden Substanz um das zu 
mduzierende Gewebe herum und in das Gewebe hinein. 
Aforzugsweise wird durch aktive Umwalzung der Gasphase 

5 eine schnelle Einstellung der gleichmfiBigen Verteilung ge- 
fordert Zudem wird dadurch ein einfacher und effizienter 
Ausgleich von entstehenden Konzentrationsunterschieden 
erreicht, so dass kontrollierte ProzeBbedingungen gewahr- 
leistet werden kdnnen. Fur die Vernebelung kann z. B. auch 

10 die Agrochemikalie RH5992 (Tfebufenozide, Rohm & Haas, 
Croyden, UK) verwendet werden, wobei R85992 uber ein 
chimares Transkriptionsaktivatorprotein als Induktor fiir 
den zu induzierenden Promoter fungiert (Gatz und Lenk 
Trends in Plant Science 3 (1998), 352-358). Der Promoter 

15 wird spezifisch durch RH5992 angeschaltet und ist ohne 
Vorhandensein dieser Verbindung inaktiv. Der Induktor-Ne- 
bel wird dabei z. B. durch eine kontinuierliche Luftvertei- 
lung gleichmSBig an das zu induzierende Gewebe herange- 
spiilt Durch Diffusion von der Gewebeoberflache in die 

20 ZeUen hinein wird die wirksame Induktion des Promoters 
erreicht 

[0019] Fiir ein Uberstromen geeignete fluchtige Indukto- 
ren und durch diese induzierbare Promotoren sind dem 
Fachmann ebenfalls bekannt. Insbesondere ist Methylsali- 

25 cylatzunennen, das in der aurnehmenden Pflanze zuSalicy- 
lat umgewandelt wird, welches, wie vorstehend beschrie- 
ben, induzierend wirkt (Shulaev, V. et al., supra). Ein weite- 
res Beispiel fur einen fluchtigen Induktor ist Ethanol, wel- 
ches den alcA Promoter aus AspergiUus nidulans in transge- 

30 nem Tabak induziert (Caddick, M. X. et al., Nature Biotech- 
nology 16 (1998), 177-180). Fiir ein aktives Oberstromen 
wird so vorgegangen, dass der flUssige oder feste (fluchtige) 
Induktor mit einem geeigneten gasformigen TrSgermedium 
zur Uberfuhrung in die fluchtige, gasformige Phase iiber- 

35 strtimt wird und voraugsweise wird eine aktive Umwalzung 
der Gasphase durchgefuhrt, um die gleichmaBige Verteilung 
des Induktors zu erreichen. 

[0020] Geeignete physikalisch, z.B. durch thermische 
Veranderungen wie Hitze- oder Kalteschock, induzierbare 
40 Promotoren sind dem Fachmann ebenfalls bekannt. Zu hitz- 
einduzierbaren Promotoren zahlen z. B. HSP81-1 Promoter 
aus Arabidopsis thaHana (Yabe et al. Plant Cell Physiol 35 

(1994) , 1207-1219) Ha hsp 18.6 G2 Promoter aus Sonnen- 
blume (Coca et al. Plant Mol. Biol. 31 (1996) 863-876), 

45 HSP18.2 Promoter aus Arabidapsis thaliana in transgenem 
Tabak (Yoshida et al, Appl. Microbiol. Biotechnol. 44 

(1995) , 466-472), wahrend zu kalteinduzierbaren Promoto- 
ren z. B. der C17 Promoter aus Kartoffel (Kirsch et al. Plant 
Mol BioL 33 (1997), 897-909) zahlt 

50 [0021] Somit handelt es sich bei dem fur das erfindungs- 
gemaBe Verfahren geeigneten induzierbaren Promoter vor- 
zugsweise um einen durch anaerobe Bedingungen, durch 
eine Chemikalie oder einen physikalisch induzierbaren Pro- 
motor, wie den GapC4-Promotor oder den Adhl -Promoter, 

55 und die Induktion erfolgt Uber eine Veranderung der Gas- 
phase derart, dass es sich um einen Sauerstoffentzug han- 
delt; siehe dazu auch die vorstehenden Ausfuhrungen. Be- 
sonders bevorzugt in dem erfindungsgemaBen Verfahren ist 
der anaerob induzierbare GapC4 Promoter 

60 (DE 195 47 272), z.B. in Verbindung mit abgeerntetem 
transgenem Pflanzengewebe, z.B. transgenen Kartoffel- 
knollen. Die meisten pflanzlichen Promotoren werden unter 
anaeroben Bedingungen abgeschaltet, wahrend der GapC4 
Promoter unter aeroben Bedingungen abgeschaltet ist und 

65 durch einfachen Sauerstoffentzug angeschaltet wird (Bulow 
et aL, supra). Dies wird z. B. durch dieEinleitung von Stick- 
stoff oder Kohlendioxid in den Reaktions- oder Lagerraum 
erreicht Innerhalb weniger Stunden wird somit auch in ei- 
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ner intakten KartoffelknoUe ein vollstSndig anaerobes Mi- 
lieu erreicht, wodurch die Promotorinduktion und Fremd- 
proteinexpression erfolgt 

[0022] In einer bevorzugten Ausfiihnmgsfonn des erfin- 
dungsgemfiBen Verfahrens ist die fur die Rekombinase ko- 
dierende, unter der Kontrolle eines induzierbaren Promoters 
stehende DNA-Sequenz (b) nicht stabil in das Genom der 
WirtszeUen integriert, sondem wird erst zum gewunschten 
Zeitpunkt durch ein sich systemisch verbreitendes Virus ein- 
geschleust, z. B. im FaU von Pflanzen, Uber TMV oder 
TMV-basierende Vektoren. 

[0023] Ferner kann die fiir die Rekombinase kodierende, 
unter der Kontrolle eines induzierbaren Promotors stehende 
DNA-Sequenz (b) auch stabil in das Genom der Wirtzellen 
integriert sein. Gunstig ist es, wenn die DNA-Sequenz am 
5-Ende eine fur ein Transitpeptid (verantwortlich fiir Plasti- 
den- bzw. Mitochondrientransport) kodierende DNA auf- 
weist, wodurch nach Induktion die exrmrnierte Rekombi- 
nase in die Plastiden bzw. Mitochondrien transportiert wird 



8 



10 



15 



eines Iigandenbindungsdomane-Rekombmase-Fusionspro- 
teins (Rec-LBD) vor. In Schritt (I) des Verfahrens ist der 
speafisch an Rec-LBD bindende Ligand abwesend, er wird 
aber in Schritt (H) zugegeben, wodurch Rec-LBD aktiviert 
wird. msofem kann der induzierbare Promotor von Rec- 
LBD auch durch einen nicht induzierbaren, z. B. konstituti- 
ven, Promotor ersetzt sein, da die Aktivierung von Rec- 
LBD Ober den liganden gesteuert wird. Somit umfaBt der 
Ausdruck "induzierbarer Promotor" im Zusammenhang mit 
Rec-LBD auch einen nicht-induzierbaren, z. B. konstituti- 
ven, Promotor. 

[0026] Das erfindungsgemaBe Verfahren zeichnet sich da- 
durch aus, daB es neben der gesteuerten Eliminierung einer 
gewunschten DNA-Sequenz auch einen Selektionsschritt 
auf WirtszeUen umfaBt, in denen die Eliminierung stattge- 
funden hat, bzw. zur Abtotung der WirtszeUen fiihrt, in de- 
nen die Ekminierung nicht oder nicht vollstandig erfolgt ist. 
ffierzu weist die zu eliminierende DNA-Sequenz zwischen 
den 5 - und ^-Rekombinations-DNA-Sequenzen auch eine 



Mais T-urf 13 Protein (Chaumont et aL, Proc. NatL Acad 
Sci. USA 92 (1995), 1167-1171) und die DNA fur die mito 
chondriale Tryptophanyl-tRNA-Synthetase aus Hefe fusio- 
mert mit GUS (Schmitz and Londsdale, Plant Cell 1 (1989), 
783-791). Die spater zu eliminierende DNA-Sequenz wird 
zusammen mit 5' und 3' Rekombinations-DNA-Sequenzen 
durch direkte Plastiden- oder Mitochondrien-Transforma- 
tionindas Plastiden bzw. Mitochondrien-Genom eingeftihrt 
(z. B. Svab et al., Proc. Nad. Acad. Sci. USA 87 (1990), 
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Ausdrucks "induzierbarer Promotor" wird auf die vorste- 
henden Ausfiihrungen bezUglich der erfindungsgeniaB ver- 
wendbaren induzierbaren Promotoren verwiesen. Femer be- 
trifft der Ausdruck "toxisches Protein oder Peptid" z. B. ein 
membranstorendes Protein oder Peptid, wie Melittin, Ma- 
gainin, Cecropin, Attacin, Lysozym, etc., ein Pepudantibio- 
ukum, wie Vancomycin, Valinomycin, etc., oder eine 
RNAse, z.B. Barnase, inbesondere eine RNAse ohne 
DNAse-Aktivitat Femer zahlt zu einem das Wachstum der 



5K9fL_ft«rt. r>— * i i ,7 " — v*^v/> ^ix^c-^uvimu rerner zanit zu einem das Wachstum der 



49-56; Sidorov et aL, Plant J. 19 (1999), 209-216). Mittels 
der Rekombinase erfolgt dann in den transformierten Plasti- 
den bzw. Mitochondrien eine Rekombination und die zwi- 
schen den Rekombinations-DNA-Sequenzen befindliche 
DNA-Sequenz wird eliminiert. 

[0024] Fiir das erfindungsgemaBe Verfahren ist prinzipiell 
jede Rekombinase, z. B. Cre, FLP, Kw, etc. geeignet. Auch 
kann der Fachmann gemaB Standardverfahren das fur die 
Rekombinase kodierende Gen derart modifizieren, dass die- 



Cytosmdearmnase, Diphterietoxin A, Herpes simplex Virus 
Thyrnidinkinase Typ t ein rol-Protein aus Agrobacterium 
rhizogenes, ein Antikorper gegen Abszisinsaure, Phospho- 
natmonoesterhydrolase, etc. 
40 [0027] Die erfindungsgemaBe Abtotung von WirtszeUen, 
in denen keine oder eine nicht vollstandige Eliminierung der 
gewunschten DNA-Sequenz stattgefunden hat, fiihrt u. U. 
zur Freisetzung des toxischen Proteins oder Pepcids. In die- 
sem Falle ist es gunstig, wenn das erfindungsgemaBe Ver- 



nach Bmdung des La- tid bindet und/oder inaktiviert Eine solche Verbindung St 
ganden enzymatisch aktiv ist, d. h. durch die Fusion mit der z. B. ein Antikorper, ein Protein bzw Peotid. eine FinLl 
Ligandenbindungsdomane (USD) in Abwesenheit rt« t i o^„„ nw A • a . • I . . ,' : p ^ *anzel- 

feXLE^ ^ ™ ' ^ fafit ganzend wird auf *e vorstehenden Ausfuhmngen hinsi 

i! 8 n!h p oder Proteinrmgment, welches in der Lage Uch des toxischen Proteins oder Peptids verwiesen 

rtml lZZZt Re T k ° mb r 6 ^ ?f kombinaseakti - ^ vorhegende Mndung^^men Vek- 

ZuHane is TSSSL ™ ^ ™ ^ ™ h *<> der (a) eine zu elinnmeLde, 5' und 3' von Re- 

Mugabe des Liganden zu restauneren. Beispielsweise wird 55 kombinations-DNA-Sequenzen flankierte DNA Sftnnpnt 

scnnebene Rekombinase-LBD-System verwiesen, bei dem auch eine unter der Kontrolle eines induzierbaren ^motors 

£E2S„f * r 7 rhe S en . d ? n Erfindun g um f^n Uegt, und (b) eine diese Rekombinations-DNA-Sequenztn 
*!*™^ Mcht nur «? bereits vor- 60 erkennende Rekombinase kodierende, unter der SS 

eines induzierbaren Promotors stehende DNA-Sequenz ge- 
maB der vorstehenden Beschreibung enthalt, wobei die in- 
duzierenden Promotoren von (a) und (b) nicht gleich sind 
oder gleiche Induktoren haben. In bevorzugter Ausfiih- 
65 rungsform Uegt die Rekombinase in Form eines Iiganden- 
bindungsdomane-Rekombinase-Fusionsproteins (Rec- 
I^D) vor. Bezuglich geeigneter Vektoren verweisen wir auf 
die vorstehenden Ausfuhrungen. 



stehend bzw. in der Literatur beschriebenen Systeme bzw. 
durch Fusion mit einer LBD modifizierten Systeme, sondem 
auch Systeme, die sich von den ursprunglichen Systemen 
durch weitere Modifikationen unterscheiden, solange diese 
die ertlndungsgemafie Verwendung nicht wesentlich beein- 
trachtigen. 

[0025] In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfin- 
dungsgemaBen Verfahrens Uegt die Rekombinase in Form 
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[0029] SchlieBlich betriflt die vorliegende Erfindung auch 
eine Wirtszelle, die gemSB Schritt (T) des erfindungsgema- 
Ben Verfahrens transformiert wurde, oder den erfindungsge- 
m3Ben Vektor enthalt Vorzugsweise handelt es sich bei der 
WirtszeUe urn eine Wirtszelle, die auBerdem auch gemafi 5 
Schritt (II) des erfindungsgemaBen Verfahrens behandelt 
wurde. Vorzugsweise handelt es sich bei der Wirtszelle urn 
transgene Pflanzenzellen bzw. eine transgene Pflanze, wobei 
der Ausdruck "transgene Pflanze" auch einzelne Pflanzen- 
teile, Pflanzenorgane bzw. Pflanzenzellen umfaBt Dazu zSh- 10 
len z.B. auch Samen, Friichte, Knollen, WurzelstScke, 
Samlinge und Stecklinge, 

[0030] Besonders bevorzugt sind die folgenden transge- 
nen Pflanzen: 

Grarnineen, Chenopodien, Leguminosen, Brassicaceen, So- 15 
lanaceen, Algen, Moose und PUze, insbesondere Weizen, 
Gerste, Reis, Mais, ZuckerrQbe, Zuckerrohr, Raps, Senf] 
Riibsen, Flachs, Erbse, Bonne, Lupine, Tabak und Kartoffel. 
[0031] Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung. 

20 

Beispiel 1 

Abtotung von Pflanzenzellen transgener Kartoffeln, in de- 
nen keine Elirninierung einer gewiinschten DNA-Sequenz 

stattgefunden hat, mittels Melittin 25 

[0032] In die Xbal-Schnittstelle des binaren Vektors 
pLH9000 (L. Hausmann und R. Topfer, Vortrage Pflanzen- 
zuchtung (1999) 45, 155-172) wurde die uber die beiden 5'- 
phosphorylierten Oligonukleotide CTA GAA TAA CTT 30 
CGT AEA ATG TAT OCT ATA CG A AGT TAT T und CTA 
GAA TAA CTT CGT ATA GCA TAC ATT ATA CGA AGT 
TAT T hergestellle lox-Rekombinadonssequenz kloniert 
Der Einbau und die Qrientierung wurde durch Sequenzie- 
rung uberpriift Es entstand der Vektor pLH90001ox. Das 35 
Gen fur Melittin wurde synthetisch unter Verwendung der 
5-phosphorylierten Oligonukleotide TCG AGA TGG GAA 
TTG GAG CTG TTC TEA AGG TTC TEA CTA CTG G AC 
und TTC C AG CTC TEA TTT CTT GG A TCA AAA GAA 
AGA GAC AAC AAT AAG und GAT CCT TAT TGT TGT 40 
CTC TTT CTT TTG ATC und CAA GAA ATA AGA GCT 
GGA AGT CCA GTA GTA und AGA ACC TEA AGA 
ACA GCT CCA ATT CCC ATC assembliert und mit den 
endstandigen Oligonukleotiden als Primer mittels PGR am- 
plifiziert Die DNA-Sequenz wurde unter Verwendung von 45 
Codon-Usage-Tabellen aus der Peptidsequenz zuruckiiber- 
setzt (GIGAVLKVLT TGLPAUSWI KRKRQQ; Haber- 
mann und Jentsch (1967) Hoppe-Seyier's Z. Physiol. Chem. 
348, 37-50). Das Fragment wurde mit BamHI und Xhol ge- 
schnitten und in den Vektor pRTlOO (Topfer, R. et al. (1987) 50 
Nucleic Acids Research 15, 5890) kloniert. Es entstand der 
Vektor pRTlOOMel. Aus diesem Vektor wurde der CaMV 
35S Promotor durch Restriktionsverdau mit Hindi und 
Xhol entfernt. Stattdessen wurde der durch Kupfer induzier- 
bare rare Promotor aus Neurospora crassa in Fusion mit ei- 55 
nem Teil des CaMV 35S Promoters aus pMre-gus (Mett et 
al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90, 4567-4571; Boetti 
et al. (1999) Biotechnology and Bioengineering 64, 1-13) 
als EcoRI-Smal-Fragment nach Auffiillreaktion mit Kle- 
now-Polymerase dort eingesetzt Es entstand der Vektor 60 
pRTlOOrnreMel. Die Kassette wurde mittels Restriktions- 
verdau durch HindlH isoliert und in die BamHI-Schnitts telle 
von pLH90001ox nach Auffullreaktion mit Klenow-Poiy- 
merase kloniert. Es entstand der Vektor pLH90001oxMel. 
Femer wurde in die EcoRI-Restriktionsschnittstelle dieses 65 
Vektors eine Kassette kloniert, die das Gen fur die Cre-Re- 
kombinase (Odell et al., supra) unter der Kontrolle des an- 
aerob induzierbaren GapC4 Promotors (Bulow et al. (1999) 



10 



Molecular Plant-Microbe Interactions 12, 182-188) bein- 
haltet Dazu wurde aus dem Vektor pRTlOO (Tdpfer et al., 
supra) der CaMV 35S Promotor durch Restriktionsverdau 
mit HincH und Xhol entfernt Stattdessen wurde der GapC4 
Promotor aus pUK440 (K6hler et al. (1996) Plant Journal 
10, 175-183) als Mfel-Xhol-Fragment nach Aufiullreaktion 
mit Klenow-Polymerase eingesetzt. Es enstand der Vektor 
pKElOOGap. Das Gen fiir die Cre-Rekombinase wurde aus 
der DNA des Bakteriophagen PI durch PCR mit den Pri- 
mern TTT TCA AGC TTG GAT GGT ACC ATG GCC 
AAT TEA CTG ACC G und TTC AGC TCT AGA GCA 
ATC ATE TAC GCG TEA ATG G (Gagneten et al. (1997) 
Nucleic Acids Research 25, 3326-3331) amplifiriert Das 
Fragment wurde mit den Restriktionsenzymen HindHI und 
Xbal geschnitten und in die Smal-Restriktionsschnittstelle 
des Vektors pRTlOOGap nach Auffullreaktion mit Klenow- 
Polymerase kloniert Es entstand der Vektor pRTlOOGap- 
Cre. Die Expressionskassette wurde nach Restriktionsver- 
dau des Vektors mit Hindill isoliert und in die Eco-RI-Re- 
striktionsschnittsteUe des Vektors pLH9000ioxMel nach 
Aufiullreaktion mit Klenow-Polymerase ligiert Es entstand 
der Vektor P LH90001oxMelGapCre. Die zweite lox-Rekom- 
binationssequenz wurde durch Klonierung der oben be- 
schriebenen Oligonukleotide in die HindHI-Schnittstelle 
dieses Vektors nach Auffiillreaktion mit Klenow-Polyme- 
rase kloniert. Durch Sequenzierung wurde sichergestellt, 
daB die beiden lox-Rekombinationssequenzen in der glei- 
chen Orientierung vorlagen. Es entstand der \fektor 
pLH90001oxMelGapCrelox. In die Sall-Restriktionssehnitt- 
stelle dieses Vektors wurde eine Expressionskassette, die 
das Gen fiir einen Einzelketten-(scFv-)Antik6rper unter der 
Kontrolle des CaMV 35S Promotors enthalt, kloniert Das 
zu transferierende Fragment wurde tiber PCR aus einem bi- 
naren Vektor mit Konstrukt Nr. 9 (Artsaenko et al. (1998) 
Molecular Breeding 4, 313-319) mit den Primem GTC 
GAC AAC ATG GTG GAG CAC GAC ACT CTC G und 
GTC GAC TGC AGG TCA CTG GAT TTT GGT TTT 
AGG amplifizert, durch Restriktionsverdau mit Sail ge- 
schnitten und in den binaren Vektor pLH90001oxMelGap- 
Creiox kloniert. Es enstand der Vektor 
pLH90001MGClscFv. Der Expressionsvektor 

pLH90001MGClscFv wurde zur TVansformation von E.coli 
SM10 verwendet Trans form anten wurden mit Agrobacte- 
rium tumefaciens GV 3101 gemischt und iiber Nacht bei 
28°C inkubiert (vgl. C. Koncz und J. Schell, Mol. Gen. Ge- 
net (1986) 204, 383-396; C. Koncz. et al., Proc. Nad. Acad. 
Sci. USA (1987) 84, 131-135). Es wurde auf Streptomycin 
selektioniert, wobei das hierfur notwendige aadA-Gen in 
den vorstehenden Expressionsvektoren vorlag. Selektions- 
klone von Agrobacterium tumefaciens wurden auf abge- 
schnittenen und mehrfach an der Mittelrippe eingeritzten 
Blattern der Kartoffelpflanze cv. Desiree aufgebracht und 
die Blatter wurden 2 Tage bei 20°C im Dunkeln inkubiert. 
Danach wurden die Agrobakterien abgewaschen und den 
Kartoffelbiattern Pflanzenwuchststoffe zugesetzt, so daB be- 
vorzugt Sprosse regenerierten. Femer wurden durch die 
Zugabe von Kanamycin in das Pflanzenmedium nicht-trans- 
formierte Zellen in den Kartoffelblattern abgetotet. Heran- 
wachsende Sprosse wurden abgeschnitten und auf das Me- 
dium ohne Pflanzenwachstumsstoffe, aber mit Kanamycin, 
bewurzelt. Die weitere Kultivierung der Kartoffelpflanzen 
erfolgte in Ublicher Weise. AUe regenerierten Linien wurden 
mittels Southern Hybridisierung auf die Kopienzahl der in- 
tegrierten Fremd-DNA hin untersucht. Dazu wurde mit dem 
Fachmann bekannten Methoden genomische DNA aus Blat- 
tern der einzelnen Linien isoliert, mit dem Restriktionsen- 
zym NotI verdaut und auf einem Agarosegel aufgetrennt. 
Die Fragmente wurden auf eine positiv geladene Nylon- 
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Membran transferiert und mit markierter DNA des Gens fur 
den Einzelkettenantikorper als Sonde hybridisiert. Die \er- 
fahren dazu sind dem Fachmann bekannt Fur die weiteren 
Analysen wurden nur solche Iinien ausgewahlt, die nach 
der anschlieBenden Detektion nur eine Bande aufwiesen und 
somit lediglich eine T-DNA-Kopie enthielten. Der Nach- 
weis der Expression des scFv-Antikorpers wurde uber den 
enthaltenen c-myc Tag mittels des monoklonalen Antikor- 
pers 9E10-IgG (Cambridge Research Chemicals, North- 
wich, Chehire, UK) oder Protein L (Clontech, Palo Alto, 
CA., USA) im Western Blot bzw. ELISA erbracht. Zur Ex- 
pression der Rekombinase wurden abgeschniUene Blatter 
von transgenen Kartoffelpflanzen aus Sterilkultur 40 Stun- 
den anaerob in dem Anaerocult-System (Merck, Darmstadt, 
Deutschland) wie bei Biilow et al., supra, beschrieben unter 
sterilen Bedingungen inkubiert. Danach wurden die Blatter 
auf Medium gelegt, dem PflanzenwuchsstofFe zur Regene- 
ration von Sprossen und 100 uM CuS04 zugesetzt war, urn 
die Expression des Melittins in den Pflanzenzellen zu akti- 
vieren, in denen keine Rekombination stattgefunden hatte. 
Das Medium wurde alle 7 Tage erneuert, heranwachsende 
Sprosse wurden abgeschnitten und in kupferhaltiges Me- 
dium ohne Pflanzenwuchsstoffe uberfuhrt Die Bewurze- 
lung und weitere Kultivierung der Pflanzen erfolgte in der 
Ublichen Weise. Nach zwei Wochen erfolgte der Transfer 
auf kupferfreies Medium. Die OberprUfung der Markerge- 
neliminierung erfolgte mittels PCR. Dazu wurde genom- 
ische DNA aus Blattem der einzelnen Linien isoliert. Mit 
den borderspczifischen Primern GGC AGO ATA TAT TCA 
ATT GTA AAT und GTA AAC CTA AGA GAA AAG AGC 
GIT TA wurde die gesamte T-DNA amplifiziert Im Agaro- 
segel wurde die GroBe der Amplifikate mit Kontrolien aus 
den Ausgangslinien verglichen, und es wurden die marker- 
genfreien Linien ermittelt. 

[0033] Es zeigte sich, daB mit dem erfindungsgemaBen 
Verfahren markergenfreie Pflanzen erhalten wurden. 
[0034] Zur weiteren OberprUfung der Wirksamkeit der 
Markergen-EUminierung wurden Blatter dieser Pflanzen 
protoplastiert und erneut Sprosse unter Standardbedingun- 
gen regeneriert. Die Verfahren dazu sind dem Fachmann be- 
kannt. Die PCR-Crberpriifung von 100 regenerierten Spros- 
sen mittels der vorstehend beschriebenen PCR-Primer er- 
gab, daB kein Kanamycin-Resistenzgen und kein Melittin- 
Gen mehr nachgewiesen werden konnte. 

Beispiel 2 

Abtotung von Pflanzenzellen transgener Geranien, in denen 
keine Eliminierung einer gewtinschten DNA-Sequenz statt- 
gefunden hat, mittels Barnase 

[0035] Durch Restriktionsverdau mit Xbal und Spel 
wurde die Kanamycinresistenz-vermittelnde Expressions- 
kassette des binaren Vektors pLH9000 (L. Hausmann und R 
Topfer, Vortrage Pflanzenziichtung (1999) 45, 155-172) 
entfernt, und an ihre Stelle wurde eine Hygromycin-Resi- 
stenz vermittelnde Expressionskassette eingesetzt, die durch 
Ampliflkation mittels PCR mit den Primern TCT AGA GAT 
CAT GAG CGG AGA ATT AA und ACT AGT AAT TCC 
CAT CTT GAA AGA AA aus dem binaren Vektor BinHyg- 
TOp (GenBank GI: 886843) und anschlieBendem Restrikti- 
onsverdau mit Xbal und Spel erzeugt worden war Daraus 
resultierte der Vektor pLH9000Hyg. In die Xbal-Restrikti- 
onsschnittstelle des Vektors pLH9000Hyg wurde die uber 
die beiden 5-l-phosphorytterten Oligonukleotide CTA 
GAG AAG TTC CTA TAC TTT CTA GAG AAT AGG 
AAC TTC und CTA GAG AAG TTC CTA TTC TCT AGA 
AAG TAT AGG AAC TTC hergestellte FRT-Rekombinati- 
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onssequenz kloniert Der Einbau und die Orientierung 
wurde durch Sequenzierung uberprtift. Es entstand der Vek- 
tor pLH9000FRIHyg. Aus dem Vektor pRTlOO (Topfer et 
al, supra) wurden der CaMV 35S Promotor und derCaMV 
5 35S Terminator durch Restriktionsverdau mit ffindill ent- 
fernt An deren Stelle wurde ein durch Tfetracyclin induzier- 
barer Promotor bestehend aus einem Teil des CaMV 35S 
Promotors in Kombination mit 3 tet-Operatoren und mit ei- 
nem Polyadenysierungssignal eingesetzt, der aus dem Vek- 
10 tor BinHygTOp durch PCR mit den Primern AAG CTT 
AAT TCC CAT GGA GTC AAA GA und AAG CTT TGG 
ACA ATC AGT AAA TTG AA amplifiziert und anschlie- 
Bend mit dem Restriktionsenzym HindHI geschnitten wor- 
den war. Der resultierende Vektor pRTlOOtet wurde durch 
15 Restriktionsverdau mit BamHI und Sail aufgeschnitten, und 
anschlieBend wurde das Gen fur Barnase, welches mittels 
PCR mit den Primern GGA TCC ATG GCA CAG GTF 
ATC AAC ACG TT und GTC GAC CIA GTG AAA TTG 
ACC GAT CA aus DNA von Bacillus amyloliquefaciens 
20 (Hartley (1988) J. Mol. Biol. 202, 913-915) und anschlie- 
Bendem Restriktionsverdau mit BamHI und Sail hergestellt 
worden war, in pRTlOOtet ligiert. Aus dem entstandenen 
Vektor pRTlOOtetBar wurde die Kassette durch Restrikti- 
onsverdau mit HindHI isoliert und in die BamHI-Restrikri- 
25 onsschnittstelle von pLH9000FRTHyg nach Aufriillreaktion 
mit Klenow-Polymerase kloniert. Es enstand der Vektor 
pLH9000FRTHygBar. Das Gen fur den tet-Repressor wurde 
aus dem Vektor BinHygTOp mittels PCR mit den Primern 
CTC GAG ATG ACA AAG TTG CAG CCG AA und GGA 
30 TCC TCA ATC GTC ACC CTT TCT CG amplifiziert und 
anschlieBend mit den Restriktionsenzymen Xhol und 
BamHI geschnitten. Dieses Fragment wurde in den durch 
Restriktionsverdau mit Xhol und BamHI aufgeschmttenen 
Vektor pRTlOO kloniert, wbdurch der Vektor pRTlOOOp 
35 entstand. Aus dem Vektor pRTlOOOp wurde die Expressi- 
onskassette durch Restriktionsverdau mit HindHI isoliert 
und in die HmdBI-Restriktionsschnittstelle des Vektors 
pLH9000FRTHygBar eingesetzt. In die Sall-Restriktions- 
schnittstelle des resultierenden Vektors pLH9000FRTHyg- 
40 BarOp wurde die zweite FRT-Rekombinationssequenz 
durch Klonierung der oben beschriebenen Oligonukleotide 
nach Auffullreaktion mit Klenow-Polymerase kloniert. 
Durch Seguenzierung wurde sichergestellt, daB die beiden 
FRT-Rekombinationsseguenzen in der gleichen Orientie- 
45 rung vorlagen. Es entstand der Vektor pLH9000FRTHygBa- 
rOpFRT. In die Apal-Restriktionsschnittstelle dieses Vek- 
tors wurde eine Expressionskassette, die das Gen fur T4-Ly- 
sozym unter der Kontrolle des CaMV 35S Promotors ent- 
halt, kloniert Das zu transferierende Fragment wurde aus 
so dem binaren Vektor pSR8-40 (Porsch et al. (1998) Rant 
Molecular Biology 37, 581-585) durch Restriktionsverdau 
mit Hindill isoliert und in den Vektor pLH9000FRTHygBa- 
rOpFRT kloniert. Es enstand der binare Vektor 
pLH9000FHBORys. Der Expressionsvektor 

55 pLH9000FHBOFlys wurde zur lYansformation von E.coli 
SM10 verwendet. Transformanten wurden mit Agrobacte- 
rium tumefaciens GV 3101 gemischt und uber Nacht bei 
28°C inkubiert. (vgl. Koncz und Schell, supra; Koncz et al., 
supra), Es wurde auf Streptomycin selektioniert, wobei das 
60 hierfur notwendige aadA-Gen in den vorstehenden Expres- 
sionsvektoren vorlag. Selektionsklone von Agrobacterium 
tumefaciens wurden auf abgeschnittenen und mehrfach an 
der Mittelrippe eingeritzten Blattem der Geranienpflanze cv. 
Astra aufgebracht und die Blatter wurden 2 Tage bei 20°C 
65 im Dunkeln inkubiert Danach wurden die Agrobakterien 
abgewaschen und den Geranienblattern Pflanzenwuchst- 
stoffe zugesetzt, so daB bevorzugt Sprosse regenerierten. 
Ferner wurden durch die Zugabe von Hygromycin in das 
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Pflanzenmedium nicht-transfonnierte Zellen in den Gera- 
nienblSttem abgetotet. Heranwachsendc Sprosse wurden ab- 
geschnitten und auf das Medium ohne Pflanzenwachstums- 
stoffe, aber mit Hygromycin, bewurzelL Die weitere Kulti- 
vierung der Geranienpflanzen erfolgte in Ciblicher Weise. 5 
Alle regenerierten Linien wuiden mittels Southern Hybridi- 
sierung auf die Kopienzahl der integrierten Fremd-DNA hin 
untersucht Dazu wurde mit dem Fachmann bekannten Me- 
thoden genomische DNA aus Bl&ttern der einzelnen Linien. 
isoliert, mit dem Restriktionsenzym NotI verdaut und auf ei- 10 
nem Agarosegel aufgetrennt Die Fragmente wurden auf 
eine positiv geladene Nylon-Membran transferiert und mit 
markierter DNA des Gens fur T4-Lysozym ais Sonde hybri- 
disiert Die Verfahren dazu sind dem Fachmann bekannt 
Fur die weiteren Analysen wurden nursolche Linien ausge- 15 
wahlt, die nach der anschlieBenden Detektion nur eine 
Bande aufwiesen und somit ledigtich eine T-DNA-Kopie 
enthielten. Der Nachweis der Expression von T4-Iysozym 
wurde mittels eines poiyklonalen Antikorpers im Western 
Blot erbracht (vgL During et aL (1993) Rant Journal 3, 20 
587-598). Zur Markergen-Eliminierung wurden Protopla- 
sten aus abgeschnittenen Blattern von transgenen Geranien- 
pflanzen aus Sterilkultur hergestellt Diese wurden mit Hilfe 
von PEG mit einem Vektor transformiert, welcher das Gen 
fur flp-Rekombinase unter der Kontrolle des CaMV 35S 25 
Promoters beinhaltet. Zur Herstellung dieses Vektors war 
das Gen der flp-Rekombinase aus DNA des Plasmids der 
Hefe Saccharomyces cerevisiae Stamm A364AD5 (Hartley 
und Donelson (1980) Nature 286, 860-864) durch PGR mit 
den Primern CTC GAG ATG CCA CAA TIT GGT ATA TT 30 
und CTC GAG TTA TAT GCG TCT ATT TAT GT amplifi- 
ziert, das Fragment durch Restriktionsverdau mit Xhol ge- 
schnitten und in die Xhol-Restriktionsschnittstelle des Vek- 
tors pRTlOO (Topfer et aL, supra) kloniert worden. Das re- 
sultierende Plasmid pRTlOOflp wurde zur transienten Ex- 35 
pression des flp-Gens in Protoplasten eingesetzt Die Ver- 
fahren zur Protoplastenisolierung und Transformation sind 
dem Fachmann bekannt. Danach wurden die Protoplasten in 
Medium eingebettet, dem Pflanzenwuchsstoffe zur Regene- 
ration von Sprossen und 20 uM Tetracyclin zugesetzt war, 40 
um die Expression des Barnase-Gens in den Pflanzenzellen 
zu aktivieren, in denen keine Rekombination stattgefunden 
hatte. Das umgebende Medium wurde alle 7 Tage emeuert, 
heranwachsende Sprosse wurden abgeschnitten und in Te- 
tracyclin-haltiges Medium ohne Pflanzenwuchsstoffe liber- 45 
fuhrt Die Bewurzelung und weitere Kultivierung der Pflan- 
zen erfolgte in der ublichen Weise. Nach zwei Wochen er- 
folgte der Transfer auf Tetracyclin-rreies Medium. Die 
Uberpriifung der Maricergeneliminierung erfolgte mittels 
PGR. Dazu wurde genomische DNA aus Blattern der einzel- 50 
nen linien isoliert. Mit den borderspezifischen Primern 
GGC AGG ATA TAT TCA ATT GTA AAT und GTA AAC 
CTA AGA GAA AAG AGC GTT TA wurde die gesamte T- 
DNA ampliflziert Im Agarosegel wurde die Gr6Be der Am- 
plifikate mit Kontrollen aus den Ausgangslinien verglichen, 55 
und es wurden die markergenfreien Linien ermittelt. 
[0036] Es zeigte sich, daB mit dem erfindungsgemaBen 
Verfahren markergenfreie Pflanzen erhalten wurden. 
[0037] Zur weiteren Uberpriifung der Wirksamkeit der 
Markergen-Ehminierung wurden Blatter dieser Pflanzen 60 
protoplastiert und erneut Sprosse unter Standardbedingun- 
gen regeneriert. Die PCR-Uberprufung von 100 regenerier- 
ten Sprossen mittels der vorstehend beschriebenen PCR-Pri- 
mer ergab, daB kein Hygromycinresistenz-, Barnase oder 
tet-Repressor-Gen mehr nachgewiesen werden konnte. 65 
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Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Selektion auf Wirtszellen, in denen 
eine gesteuerteElinunierung einer gewUnschten DNA- 
Sequenz erfolgt, und zur Abtotung von Wirtszellen, in 
denen dies nicht erfolgt, uber die Expression eines toxi- 
schen Proteins oder Peptids, wobei das Verfahren da- 
durch gekennzeichnet ist, daB in Schritt (I) 

(a) die Wirtszellen mit der spater zu eliminieren- 
den, 5' und 3' von Rekombiantions-DNA-Sequen- 
zen flankierten DNA-Sequenz, wobei zwischen 
den Rekombinations-DNA-Sequenzen auch eine 
unter der Kontrolle eines induzierbaren Promotors 
stehende, fur das toxische Protein oder Peptid ko- 
dierende DNA vorliegt, unter Bedingungen trans- 
formiert werden, unter denen der induzierbare 
Promotor reprimiert wird, und 

(b) die Wirtszellen mit einer diese Rekombinati- 
ons-DNA-Sequenzen erkennenden Rekombinase 
kodierenden, unter der Kontrolle eines induzier- 
baren Promotors stehenden DNA-Sequenz unter 
Bedingungen transformiert werden, unter denen 
der induzierbare Promotor reprimiert wird, wobei 
die induzierbaren Promotoren von (a) und (b) 
nicht gleich sind oder gleiche Induktoren haben; 

in Schritt H 

die Eliminierung der gewiinschten DNA-Sequenz uber 
die Expression der Rekombinase durch Aktivierung 
des induzierbaren Promotors von (b) erfolgt; und 
in Schritt (EI) 

die Abtotung der Wirtszellen, in denen Schritt (II) nicht 
oder nicht vollstandig erfolgt ist, Uber die Expression 
des toxischen Proteins oder Peptids durch Aktivierung 
des induzierbaren Promotors von (a) erfolgt 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Rekombi- 
nase ein Ligandenbindungsdomane-Rekombinase-Fu- 
sionsprotein (Rec-LBD) ist und in Schritt I der spezi- 
fisch an Rec-LBD bindende Ligand abwesend ist und 
in Schritt E die Aktivierung von Rec-LBD durch Zug- 
abe des Liganden erfolgt. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, wobei Rec-LBD unter 
der Kontrolle eines nicht-induzierbaren Promotors 
stent 

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, wobei 
die zu eUminierende DNA-Sequenz zwischen einem 
Promotor und einem Gen liegt und die Transkription 
und/oder Translation des Gens verhindert. 

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, wobei 
die zu eliminierende DNA-Sequenz ein selektierbares 
Markergen ist. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, wobei das selektierbare 
Markergen fur ein ein Antibiotikum inaktivierendes 
Protein kodiert 

7. Verfahren nach Anspruch 5, wobei das selektierbare 
Markergen rur ein "Green-Fluorescent Protein" ko- 
diert. 

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, wobei 
das toxische Protein oder Peptid eine RNAse ist. 

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, wobei 
das toxische Protein oder Peptid ein membranstorendes 
Protein oder Peptid ist. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, wobei das membran- 
stSrende Protein oder Peptid Melittin, Magainin, Ce- 
cropin, Attacin oder Lysozym ist 

11. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, wo- 
bei das toxische Protein oder Peptid ein das Wachstum 
der Wirtszellen physiologisch hinderndes Protein oder 
Peptid ist 
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12. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 11, wo- 
bei die induzierbaren Promotoren von (a) mid (b) je- 
weils ein anaerob, duich eine Chemikalie oder physi- 
kalisch induzierbarer Promotor sind. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, wobei der anaerob 5 
induzierbare Promoter der GapC4 Promotor ist 

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 13, wo- 
bei die fur die Rekombinase kodierende DNA-Sequenz 
nicht stabil in das Wirtszell-Genom integriert ist, son- 
dem erst zum gewUnschten Zeitpunkt durch ein sich 10 
systemisch verbreitendes Virus eingeschleust wird. 

15. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 14, wo- 
bei die Rekombinase N-terminal mit einem Transitpep- 
tid fur plastidaren oder mitochondrialen Transport fu- 
sioniert ist und die zwischen den Rekombinations- 15 
DNA-Sequenzen liegende, zu eUminierende DNA-Se- 
quenz in das Piastiden- oder Mitochondrien-Genom in- 
tegriert ist 

16. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 15, bei 
dem ein Schritt (TV) angerugt wird, in dem eine das 20 
freigesetzte toxische Protein oder Peptid bindende und/ 
oder inaktivierende Verbindung zugegeben wird. 

17. Vektor, enthaltend 

(a) eine spater zu elimierende, 5* und 3' von Re- 
kombinations-DNA-Sequenzen flankierte DNA- 25 
Sequenz, wobei zwischen den Rekombinations- 
DNA-Sequenzen auch eine unter der Kontrolle ei- 
nes ihduzierbaren Promotors stehende, fur ein to- 
xisches Protein kodierende DNA vorliegt, und 

(b) eine diese Rekombinations-DNA-Sequenzen 30 
erkennende Rekombinase kodierende, unter der 
Kontrolle eines induzierbaren Promotors stehende 
DNA-Sequenz gemSB der Definition nach einem 
der Anspriiche 1 bis 15, wobei die induzierbaren 
Promotoren von (a) und (b) nicht gleich sind oder 35 
gleiche Induktoren haben. 

18. Vektor nach Anspruch 17, wobei die Rekombinase 
ein Ligandenbindungsdomane-Rekombinase-Fusions- 
protein (Rec-LBD) ist. 

19. Vektor nach Anspruch 18, wobei Rec-LBD unter 40 
der Kontrolle eines nicht-induzierbaren Promotors 
stent 

20. Wirtszellen, die gemaB Schritt (I) des Verfahrens 
nach einem der Anspriiche 1 bis 17 transformiert wur- 
den oder den Vektor nach Anspruch 18 oder 19 enthal- 45 
ten. 

21. Wirtszellen nach Anspruch 20, die auBerdem ge- 
maB Schritt (II) des Verfahrens nach einem der Ansprii- 
che 1 bis 17 behandelt wurden. 

22. Wirtszellen nach Anspruch 20 oder 21, die eine 50 
transgene Pflanze sind. 

23. Transgene Pflanze nach Anspruch 22, wobei die 
transgene Pflanze eine Graminee, eine Chenopodie, 
eine I^guminose, eine Brassicacee, eine Solanacee, 
eine Alge, ein Moos oder ein Pilz ist. 55 

24. Transgene Pflanze nach Anspruch 22, wobei die 
Pflanze Weizen, Gerste, Mais, Reis, Zuckerriibe, Zuk- 
kerrohr, Raps, Senf, Rubsen, Flachs, Erbse, Bohne, Lu- 
pine, Tabak oder Kartoffel ist. 



65 
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